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要 t::. 日
I~I 色j釘朽臨であるPhαnerochaete chrysosporiumの菌糸の発達過税とベルオキシダーゼ活性の
















































2 . ~i~ Jf.;1・と方法
2. 1 閑株
本研究に用いた白色!荷1'lj閣は Phαnerochαetechrツsosporium(IFO No. 31249) であるつ l~i
株iま2%ポテトデ年ストロース寒天 (DIFCOLABORATORIES社製)J有地上で晴子主し， j弘子
が培j白白と全部 lこ発生した 11寺}~~で冷縦長江J:! 1(こ保存した。
2. 2 岩の培養と I}グニンベルオキシダーゼ活性の検出









2. 3 急速凍結故検制定 (RFS)法，化学|溜定 (CF) 去による蘭糸のi潤定・低成
胞子を拡t種して 21313，413詩， 7 13自の菌糸を採取し，急速凍結i設換i剖定，化学:悶定並びに
ペルオキシダーゼi舌性の検出を行なった。
急速凍結置換限定 (RF S)には，よ音地中に広がった菌糸そポリ塩化ピニリデンシート!ニlこj五







化学問定 (CF)は3%グルタルプルデヒ 1，"・ 1)ン駿緩衝液(1 /15M， pH7.2) i" mい，冷
蔵嫁1.1でー !挽行なった後， リン酸綾fJif械で洗浄したo ftjt:料の…者1はベルオキシダーゼ活性の検出






た。 DAB反応は0.02%過酸化水識を含むO.l%DAB・リン首長緩衝液(1 /15M， pH5.5) 11 
で11寺間行なった。 PPD'PC反応、は0.1%過酸化*紫を含む0.05%P P D・0.1% P C水溶液







を選択的に染色する PATA は反!と~í:-行なった。なお DAB反応させた試料は1!lそ染色で観客をした。
3. 結果




日目に認められ 4日目には慢し， 5 Iヨ I~nこ最大となったのち減少した。
3. 2 RFS 法と CFr.去による閣糸の{後継構造のぃ














Fig. 1 しigninperoxidase activity from day 1 to 10 culturos of Phαnerochαete 
chrysosporium. 
1.0."官
Fig. 2 Transmission e10ctron micrographs of a hypha cultuγod for 4 days obtained by rapid 
freeze and freeze substitution (RFS) (Jeft) and chemical fixation (CFJ (right). HFS 
provides a gr巴atlyimproved imag岨esof ultrastructure of a hypha in compariぉonwith CF. 
Fungal cell wall is stained more darkly after RFS. lVitochondori日臼ndvacuoles show 
round and ovoid shapes after HFS， though they are distorted 01' parti且llydestroyed after 
CF. Tonoplast (vacuole mombrane) is d世stroyedafter CF'， causing dissolution of vacuole 
cont()J1ts. G lycogen particles (arrow h巴ads)are also preservod in the cell after RFS. 
They， however， are removed during CF， resulting in the formation of electron transparent 
regions (arrow heads) . Plasma mem brane is日moothand is pressed 01 the il1l1er surface 
of cell wall after HFS， though it is undulated after CF'.ル'1:mitochon-dorion. V: vacuole. 
196 
Fig. a Longitudinal section of a hypha cuHured for 2 days. Specimen wa日preparedby HFS. 
Fungal cel has a thin cell waJl and contains many mitochondoria and polysomes. 
Microtubules are align巴dparallel to the cell axis. Mt: microtubule. 
lぺg.4 Longitudinal section of a hypha cultured for 4 days. Specimen was prepared by HFS. An 
。lectronop日qu日materialis cleposit巴clwithin tho fungal cel wall. Hough encloplasmic 
reticllla and many polysomes appoar in the cytoplasm. rEH: rough encloplasmic 
reticlllum町
197 
Fig. 5 (left) Tl‘ansverse section of a hypha cultured for 4 days. SJコ日cimenwas prepared by RFS. 
Outer layer of the fungal cell wall show日afibrillar structure，自ndtheinner layer shows 
heavy depo日itionof electron opaque amorphous mat巴rial日.日lectronopaque materials 
(arrow h日ads)are also observed between the cell wall and plasma membrane. Vacuoles 
showing a round shape contain electron opaque materials. 
Fig. 6 (right) Transv己rsesection of a hypha cu1tured for 4 days. Sp思cimenwas prepared by 
RFS. Several rough endoplasmic reticula align日dparallel and many glycogen particlcs 
appcar in a fungal ccll. 
Fig向 7 OefU Transv巴rse日日clionof a hypha cultured [01' 4 day討.Spccimen wa日preparodby HFS 
Membranes showing ring-like structure (arrow head) sometime日appoarnear the plasma 
membrane. 
Fig. 8 (right) Transverso section of a hypha culiured f01" 1¥ days stained with PATAg町 Specimen
was preparcd by RFS. Cell wall and glycog日nparticle日areheavily staincd. 
198 
l.O!Jm 
Fig. 9 Transmission e1ectron micrographs showing localization of peroxidase activity Oeft) 
and contro1 (right) in hypha思culiured1'01' 4 days. Specimen was lreaLed with p-phenylG 
nediamine-pyrocatechol (PPD-PC) -H20" -osmium tetroxide for detecting peroxidase. 
Tho activity is apparent in the inner layer of funga1 cell wall， p1asma membrane， and the 
mem branes having a ring-1ike structure (arrow head). 
Fig. 10 Transmission 81ectron micrograph showing 10calization of pcroxida日eactivity in a 
hypha culiurGd for 4 days. Pronounced e1ectron opaque material produccd by PPD-PC 







ているのに対し， C Fi:去では明らかに波打っていた。細胞器質 q~l に存夜するグリコーゲン頼粒は
RFS 法ではきれいに悶定されていたが， C F法では悶定が不十分でキIUI([i!定資1:1に分散もしくは
間定包}JI!.Iゃに溶出してしまい， グリコーゲン翻粒が存在していた部{立は電子透過信1:となっていたO
ミトコン F1)アはRFS法ではきれいな球形あるいは椅円形で器伎が電子不法過性であるのに対
し， CF法では部分的に!l!f~irl\J あるいは収縮していた。液胞は RFS法では球71~あるいは椅円形で
トノプラストの保存もよく， i夜)1包ゅの物質はほぼ均…に分散していたが， C Ft.去では形がいびつ
で， トノプラストも所々で破淡され， i夜!l([ι1)の物質は流出していた。
3. :3 RFSitで観察した謝糸の発透過程









5 )。この物質はまれに多量に部桜され倫子状構造をとったり PATA認反応を行なうと， j~，î 糸
車1!I!l包援はよく染色各れ，グリコーゲン納税もよく染色された (Fig.8)。





このような i古性は接種後 2 日現のT~J糸には観察されなかった。議U !l([I)'1に現われた電子Ifj~j~主I~l:の
粕粒はコントロール試tl(こも観祭されたことから，ペルオキシダーゼ活性を示すものではないと
考えられる。 DAB反応でも問じような結果が1~1，られたねなお，・ R F SitでIlil)主された試料に;.j-






















Fig\i の結5l~はKurosakaら山の紡糸を支持するものであり， ~Î糸が伸長仁1 I にはリグニンペルオ
キシダーゼを菰体外に分泌せず，11"長停止とともに分泌し始めることを示しているのこの結来は




糸では，組問小!Jf.i!1本や液胞が発し (Fig.6 )， rlHifi小胞イ本や}鵠搬のわからない小J)包， リング;犬
の1見構造物 (Fig.7 )が出現した。Thli糸*1I1!l包盤は明らかに略みを 1(~ し，ブイブリル状構造物の聞











に関する研究15.16. 17. 18)がj生誕し， '1持者は分子量約42，000，後者は約46，000の機タンパク質で，
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Resume 
Ultrastructural changes of hyphae in white-rot 'fungus Phαnerochαete chrysosporium were 
observed after rapid freeze and freeze substitution (RFS). Localization of peroxidase in the 
hyphae was also observed. 
Peroxidase activity in the extracellular fluid showed a dramatic increase on 3 'rd day 
followed by gradual decrease after 5'th day. Ultrastructure of the hyphae on 4 'th day was 
quite different from that on Z'nd day. The pyphae on 4'th day have thick cel wall composed 
of outer layer showing fibrillar structure and inner one containing amorphous water-soluble 
polysaccharide. Rough-endoplasmic reticula and large vacuoles containing electron opaqu巴
material appeared in the hypha日on4'th day. Smooth endoplasmic reticula， many vesicles and 
the m巴mbranesshowing ring-like structure were also observed. Peroxidase activity in the 
hyphae on 4'th day was localized at inner layer of fungal cel wall， plasma membrane and the 
membrane showing ring-like structure. The enzyme localized at the inner layer may be 
retained within the amorphous water-soluble polysaccharide. The polysaccharide may 
immobilize the enzyme on the wood cel walls， when the enzym自issecreted extracellularly. 1n 
addition， the presence of the amorphous polysaccharide in the reaction site causes the mild 
degradation of lignin and prevents the re-polymerization of degraded lignin fragments. Cell 
organellae involved in biosynthesis and secretion of the enzyme were also discussed. 
